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【研究目的】ポリアミンとは分子内に複数のアミノ基を持つ炭化水素の総称である。これらは低分子の塩基
性物質であるため DNA や RNA と相互作用し、遺伝子の翻訳制御など様々な生命現象に関与している。超好
熱性アーキア Thermococcus kodakarensis (生育至適温度：85°C)は、一般的な直鎖のポリアミンであるスペル
ミジンに加え、分岐鎖構造の N4-アミノプロピルスペルミジンや N4-ビス(アミノプロピル)スペルミジンを有
する。これら分岐鎖ポリアミンは核酸の構造維持に関与するため(1)、遺伝子の発現制御に関与していると考
えられる。大腸菌では、ポリアミンにより翻訳レベルで発現調節を受ける遺伝子群“ポリアミンモジュロン”
が知られている。超好熱菌においても、分岐鎖ポリアミンが特定のタンパク質発現に関与する可能性が考え
られる。これまでに、ショットガンプロテオミクスにより分岐鎖ポリアミンに依存して発現するタンパク質
として TK0039（鞭毛遺伝子）を同定した。本研究では、TK0039 の翻訳における分岐鎖ポリアミンの作用機
序の解明を試みた。 
 
【実験方法】T. kodakarensis KU216 株 (ΔpyrF)と分岐鎖ポリアミン合成酵素遺伝子破壊株 DBP1 株（ΔpyrF, 
ΔbpsA::pdaD）を 90℃で培養し、鞭毛の形成を透過型電子顕微鏡で観察した。両株の tk0039 遺伝子の転写産
物量を qRT-PCR で定量•比較した。T. kodakarensis 由来キチナーゼ触媒ドメイン ChiAΔ4（レポータータン
パク質）遺伝子上流に tk0039 遺伝子上流またはグルタミン酸デヒドロゲナーゼ（GDH）遺伝子のリボソーム
結合配列（tk0039 RBS, gdh RBS）を組み込んだプラスミド（pTRC-Fla, pTRC-GDH）を作製した。T7 RNA ポ
リメラーゼを用いてそれぞれのプラスミドを鋳型にして、tk0039 RBS や gdh RBS を含む ChiA∆4 遺伝子の転
写産物（tk0039 RNA, gdh RNA）を得た。90℃で培養した T. kodakarensis KU216 株及び DBP1 株から抽出し
た S30 画分と作製した転写産物を用いて、ChiA∆4 を無細胞翻訳系によって 65℃で合成した。キチナーゼ活
性（翻訳活性）は、蛍光物質 4-メチルウンベリフェロンを遊離する基質である 4-メチルウンベリフェリルβ
チルウンベリフェジアセチルキトビオースと反応させ、波長 460 nm での蛍光強度を測定した。 
 
【実験結果と考察】鞭毛形成率を評価したところ、KU216 株と比較して DBP1 株で著しく減少していた。
qRT-PCR より、KU216 株 より DBP1 株で tk0039 の転写量が増加していたことから、tk0039 の遺伝子発現は
翻訳レベル（タンパク質レベル）で分岐鎖ポリアミンにより発現調節を受けていると考えられた。tk0039 RNA 
を鋳型にした無細胞翻訳実験の結果、分岐鎖ポリアミンの添加量の増加に伴い、翻訳活性が増加した。一方、
gdh RNA では、分岐鎖ポリアミンの添加による翻訳促進効果を示さなかった。これは、GDH 活性が KU216 株
と DBP1 株で同等である結果と矛盾しない。従って、tk0039 遺伝子上流は分岐鎖ポリアミンにより翻訳が促
進される“分岐鎖ポリアミンモジュロン”として機能することが示された。分岐鎖ポリアミンによる翻訳促進
の作用機序を解明するために、tk0039 及び gdh の RBS 及びその周辺配列を比較し、分岐鎖ポリアミンの作用
部位を探索したところ、tk0039 にのみ開始コドンより上流 3 塩基及び 10 塩基にプリン塩基の連続配列（それ
ぞれ SD1、SD2）が存在していた。二次構造予測の結果 SD1 においてバルジ構造を形成し、SD2 においてス
テム構造を形成していることが予測された。従って、分岐鎖ポリアミンは tk0039 の mRNA の特定構造に結合
して構造変化を引き起こすことにより、翻訳レベルでの発現を上昇させることが示唆された。 
 
